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糖鎖生合成阻害剤 swainsonineの構造的特徴とセラミド産生促
進剤として機能する maplexin類の生物活性に関する研究
(Structural feature of swainsonine and biological 
activeties acertannins as potential regulators of 
intracellular ceramide levels) 
小胞体では、生成されたタンパク質のフォールディングが行われジスルフィド結合
やN-結合型糖鎖基本構造の付加によって正しい高次構造を形成する。正しく折りたた
まれなかったタンパク質は小胞体タンパク質分解機構  (ERAD: endoplasmic reticulum 
associated degradation) によって分解されるが、正しく高次構造が形成されたタンパク
質は輸送小胞によって主にゴルジ体へ運ばれる。またセラミドの合成など脂質代謝も
行われている。ゴルジ体はタンパク質に対して小胞体に引き続きN-結合型糖鎖の更な
るプロセシングを行うとともに、O-結合型糖鎖の合成、脂質に対して糖を付加して糖
脂質とする。成熟した糖タンパク質や糖脂質は濃縮され、分泌顆粒を形成する。分泌
顆粒は細胞膜との膜融合を起こし、糖タンパク質や糖脂質は細胞膜の構成成分として、
あるいは細胞外に分泌されて生体内に広く分布する。小胞体、ゴルジ体はこのような
タンパク質や糖脂質のプロセシングなどを介して、それらの機能発現を制御している。
これらを解明することは小胞体やゴルジ体の機能ならびにそれらに起因する疾患の理
解に極めて重要である。  
本研究では、このような複雑な代謝系の中で特に、糖鎖プロセシング酵素の1つであ
るGolgi -mannosidaseと脂質代謝酵素である ceramide synthase (CERS)、 ceramidase 
(CDase) に焦点を当てた研究を行った。このうち糖鎖プロセシング酵素阻害剤は、糖
鎖の成熟を阻害し、1,6結合糖鎖が高発現しているがん細胞の浸潤能を低下させること
が知られている。これまでの研究からGolgi -mannosidase の強力な阻害剤としてイミ
ノ糖の一種である  swainsonine が見出されているが、阻害活性に必要な構造的な特徴
については知見が乏しい。そこで本研究では、swainsonineを中心とした構造活性相関
を解明した。また本研究では表皮における細胞間脂質の主要構成成分であるセラミド
量の低下がアトピー性皮膚炎や老人性乾皮症の原因であるとの研究をふまえて、表皮
セラミド量を増加させうる化合物の探索を行った。従来までの表皮セラミドにおける
研究ではセラミド量の低下を防ぐことに主眼が置かれ、セラミドの分解を担うCDase
の阻害剤の探索・デザイン研究が主であった。本研究ではセラミド分解の抑制ととも
にセラミドの合成促進に関しても作用する化合物の創出を目的とした。  
糖鎖プロセシング酵素阻害剤における構造活性相関の検討  
イミノ糖は五炭糖、六炭糖を擬態した構造を有し、基質構造に対応した各種グリコ
シダーゼを阻害する。代表的なピペリジン型イミノ糖である1-deoxynojirimycin (DNJ) 
はD-glucoseと高い相同性を持ち、強力な-glucosidase阻害剤として作用することから、
食後過血糖改善薬を始めC型肝炎治療薬など幅広い疾患に対して応用が試みられてい
る 。 一 方 で -mannosidase 阻 害 剤 に 関 し て は 、 D-mannose と 高 い 相 同 性 を 持 つ
1-deoxymannojirimycin (DMJ) がごく弱い阻害活性しか示さないことから、阻害活性に
必要な構造的特徴を見い出す試みがなされてきた。その中で、オーストラリア原産の
Swainosona canescensから単離されたインドリチジンアルカロイドである swainsonine
は、強力な-mannosidase阻害活性を有する。そこで本研究では特にswainsonineが持つ、
論 文 内 容 の 要 旨
5員環と6員環の2環によって形成されたインドリチジン環に注目し、8a位の配位が阻害
活性に及ぼす影響を検討した。まず、2環構造をとることが-mannosidase 阻害活性に
重 要 で あ る か を 確 認 す る 目 的 で 、 swainsonine の 5 員 環 部 と 相 同 性 が 高 い
1,4-dideoxy-1,4-imino-D-mannitol (DIM) を選択し、 swainsonineとの阻害活性を比較し
た。その結果、 swainsonineの-mannosidase に対する IC50が、0.73 Mであったのに対
し、DIMの IC50値は3.9M でありインドリチジン環であることが阻害活性に重要であ
ることが明らかとなった。また8a-epi-swainsonineの IC50は  71Mであり、8a-epi体とな
ることで阻害活性が 1/100と大幅に低下した。更にDIMと、そのC5位 epimerである
1,4-dideoxy-1,4-imino-D-talitolを比較するとC5-epimerは阻害活性が1/100に低下した。
DIMのC5位は swainsonineの5員環部分と重ね合わせた際に8a位と同じ位置になること
から、単環、2環のどちらにおいてもR体であると阻害活性が高くなると言える。これ
らの結果より swainsonineにおいて8aR体であることが阻害活性に重要な役割を果たし
ていることが明らかとなった。  
脂質代謝に影響を与える生理活性物質の探索  
セラミド量は分解酵素であるCDaseを阻害することによって維持され、合成酵素であ
る CERS を 活 性 化 す る こ と に よ っ て 増 加 す る 。 既 知 の CDase 阻 害 剤 と し て  
N-oleoylethanolamine (OEA) やD-erythro-MAPPなどが報告されているが、これらはセラ
ミドと構造が類似した化合物であり、CDaseに対する作用は有するがCERSを活性化さ
せる作用はない。そこで237種の植物サンプルからスクリーニングを行うことによりセ
ラミド構造にとらわれない新しいセラミド量増加作用を有する化合物の探索を行うこ
ととした。237種のうち190種の植物エキスは活性炭カラムにかけることにより阻害活
性が低下した。一方、47種の植物エキスは阻害活性が上昇した。この47種のうち10種
がカエデ科植物であったことから注目し、カエデ科植物の中で最も高い阻害活性を示
したアメリカハナノキ  (Acer rubrum) に対して更なる分画を行った。活性本体を探索
したところ、セラミドと構造が全く異なるmaplexin類を見出した。Maplexin類はカエデ
科に含まれる  1,5-anhydroglucitol (1,5-AG) にgallic acidが付加した構造を持つ化合物群
であり、一連のmaplexin類についてCDaseならびにCERSに対する作用を検討した。  
Maplexin類のセラミド分解過程への作用  
 Maplexin 類の galloyl 基の配置と CDase に対する阻害活性への影響を確認するため、
網羅的に測定したところ mono- O -galloy1,5-AG では galloyl 基が 2 位に存在する時に最
も活性が高く、4 位、3 位、6 位の順で活性は弱くなった。Di- O -galloy1,5-AG では 2,4
位、2,3 位、2,6 位に galloyl 基を持つものの順で活性が弱くなっており、mono- O -galloyl 
における結果と相関した。OEA (IC50 = 0.17mM) と比較すると最も阻害活性の高かった
2-O-galloyl-1,5-AG の IC50 は 1.0 mM であり、阻害活性は 1/10 であった。しかしセラミ
ドとは全く異なる構造の maplexin 類が CDase 阻害活性を示したことは興味深い。  
Maplexin 類は 1.5-AG と gallic acid から構成されるが、1,5-AG、gallic acid はそれぞれ
単体では阻害活性を示さなかった。このことから、1,5-AG に gallic acid が結合してい
ることが CDase との複合体を形成するのに必須であることが明らかとなった。また、
galloyl 基を trimethoxybenzoyl 基としたものは阻害活性が消失しており、水酸基の存在
が阻害活性に関与することが示唆された。  
Maplexin類のセラミド合成過程への作用  
 本研究では表皮セラミドに対して分解過程だけではなく合成過程においても作用す
る化合物の探索が目的である。Maplexin 類の CERS に対する影響はヒト表皮細胞株で
ある PHK16-0b 細胞を用いて、CERS によって生成された C6-NBD ceramide 量を測定す
ることで確認した。この結果、6 位に galloyl 基を持つものにセラミド量を増加させる
傾向がみられ、2,6-di-O-galloyl-1,5-AG (50 M) で刺激した細胞では無刺激の細胞と比
較してセラミド量が 2.1 倍に増加した。CDase 阻害活性を示す濃度よりも低濃度  (50 
M) においてもセラミド量が増加することから CERS による合成の促進が確認でき
た。この CERS に対する作用は CERS 発現量の増加による間接的な作用ではないかと
考察し、その確認を行った。CERS の mRNA 量を測定したところ 2,6-di-O-galloyl-1,5-AG 
(50 M) 刺激細胞における CERS の mRNA 量は無刺激に対して 1.7 倍に増加していた。
更に CERS はタンパク量としても発現が増加していることを確認した。このことから
2,6-di-O-galloyl-1,5-AG によるセラミド量の増加は CDase 阻害活性による分解の抑制だ
けではなく、CERS の発現量が増加しセラミド合成が促進されるためであることが明ら
かとなった。以上より  2,6-di-O-galloyl-1,5-AG は  CDase 阻害活性において既知の阻害
剤より活性が低いものの、同時に CERS の発現量を増加させる作用を持ち、これまで
報告されている CDase 阻害剤とは異なる非常に興味深い物質であることが明らかとな
った。  
結論  
 本研究では swainsonine が本来の基質と高い相同性を持つ DMJ よりも強力な
-mannosidase 阻害活性を示すことに着目し、swainsonine が阻害活性を示すための構造
的特徴について解明を行った。その結果、5 員環単環よりも 5 員環と 6 員環の 2 環構造
であるインドリチジン環を母核構造とし、8aR 体であることが重要であることを明ら
かにした。  
またセラミド分解酵素および合成酵素の両者に作用する効率的なセラミド量増加剤
の創出を目的として、  237 種の植物エキスからセラミドとは異なる構造を持つ生理活
性物質の探索を行った。この中から CDase 阻害作用を持つと同時に CERS の発現量を
増加させる化合物として maplexin 類を見出し、その構造と CDase 阻害活性、CERS 活
性化との関係性を明らかにした。これらはセラミド代謝における重要な知見となると
期待される。  
参考文献  
1. Qian,BC.; Kamori, A.; Kinami, K.; Kato, A.; Li, YX.; Fleet, GW.; Yu, CY. (2016)
Epimerization of C5 of an N-hydroxypyrrolidine in the synthesis of
swainsonine related iminosugars. Org. Biomol. Chem. 14. 4488-4498
2. Kamori, A.; Kato, A.; Miyawaki, S.; Koyama, J.; Nash, RJ.; Fleet, GW.; Miura,
D.; Ishikawa, F.; Adachi, I. (2016) Dual action of acertannins as potential
regulators of intracellular ceramide levels. Tetrahedron Asymm. 27.
1177-1185
 学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
 小胞体では、生成されたタンパク質のフォールディングが行われジスルフィド結合やN-
結合型糖鎖基本構造の付加によって正しい高次構造を形成する。正しく折りたたまれなか
ったタンパク質は小胞体タンパク質分解機構 (ERAD: endoplasmic reticulum associated  
degradation) によって分解されるが、正しく高次構造が形成されたタンパク質は輸送小胞に
よって主にゴルジ体へ運ばれる。またセラミドの合成など脂質代謝も行われている。ゴル
ジ体ではタンパク質に対して小胞体に引き続きN-結合型糖鎖の更なるプロセシングを行う
とともに、O-結合型糖鎖の合成、脂質に対して糖を付加して糖脂質とする。このようにし
て成熟した糖タンパク質や糖脂質は濃縮され、分泌顆粒を形成する。分泌顆粒は細胞膜と
の膜融合を起こし、細胞膜の構成成分として、あるいは細胞外に分泌されて生体内に広く
分布する。小胞体、ゴルジ体はこのようなタンパク質や糖脂質のプロセシングなどを介し
て、それらの機能発現を制御している。これらの詳細なメカニズムを解明することは小胞
体やゴルジ体の機能ならびにそれらに起因する疾患の理解に極めて重要である。申請者は
この複雑な代謝系の中で糖鎖プロセシング酵素の1つであるGolgi α-mannosidaseと脂質代謝
酵素であるceramide synthase (CERS)、ceramidase (CDase) に焦点を当てた研究を実施した
。糖鎖プロセシング酵素阻害剤は糖鎖の成熟を阻害し、1,6結合糖鎖が高発現しているがん
細胞の浸潤能を低下させることが知られている。これまでの研究からGolgi α-mannosidase
の強力な阻害剤としてイミノ糖の一種である swainsonine が見出されているが、阻害活性に
必要な構造的な特徴については知見が乏しい。そこで申請者は、swainsonineを中心とした構
造活性相関の解明を実施した。また表皮における細胞間脂質の主要構成成分であるセラミ
ド量の低下がアトピー性皮膚炎や老人性乾皮症の原因であるとの研究をふまえて、セラミ
ド分解の抑制とともにセラミドの合成促進に関しても作用する化合物の創出を目的として
研究を実施した。 
 本研究の内容の骨子および審査結果は次のとおりである。 
糖鎖プロセシング酵素阻害剤における構造活性相関の検討 
 D-Mannoseと高い相同性を持つ1-deoxymannojirimycin (DMJ) は、α-mannosidase に
対してごく弱い阻害活性しか示さない。一方、インドリチジンアルカロイドである 
swainsonineは、DMJより1,150倍も強力な阻害活性を示す。申請者は既知のα-mannosidase 
阻害剤を用い、その構造的特徴について精査した。その結果、α-mannosidase 阻害活性を示
すイミノ糖は、環上の2つの水酸基がシス配置である共通点がある事を見いだした。そこで
この共通構造を持つswainsonineの5員環部が阻害活性に関与していると推察し、swainsonine
の5員環部と相同性の高い1,4-dideoxy-1,4-imino-D-mannitol (DIM) を選択し、阻害活性を検討
した。その結果、swainsonineの5員環部が阻害活性を示すための基本的構造であり、インド
リチジン環構造を持つことで阻害活性が飛躍的に向上することを明らかにした。更に、5員
環に対する6員環の配置が阻害活性に及ぼす影響について検討するため、8aR体と8aS体の阻
害活性の比較を行い、8aR構造がswainsonineの強力な阻害活性に重要であることを明らかに
 した。 
脂質代謝に影響を与える生理活性物質の探索 
セラミド量は分解酵素であるCDaseを阻害することによって維持され、合成酵素である
CERSを活性化することによって増加する。既知のCDase阻害剤として N-oleoylethanolamine 
(OEA) やD-erythro-MAPPなどが報告されているが、これらはセラミドと構造が類似した化
合物であり、CDaseに対する作用は有するがCERSを活性化させる作用はない。そこで申請
者は237種の植物サンプルからスクリーニングを行い、セラミド構造にとらわれない新しい
セラミド量増加作用を有する化合物の探索を行い、カエデ科に特異的に含まれている
maplexin類を見出した。 
Maplexin類のセラミド分解過程への作用 
申請者は maplexin類の構造と CDaseに対する阻害活性との関係について検討を行い、コ
ア糖である 1,5-anhydroglucitol (1,5-AG)に gallic acidが結合していることが阻害活性の発現に
必須であることを明らかにした。また 1,5-AGの C2位に galloyl基が配位したものに強い阻
害活性が認められること、galloyl 水酸基が methoxy 基になると阻害活性が消失し、galloyl
水酸基が阻害活性に寄与していることを明らかにした。 
Maplexin類のセラミド合成過程への作用 
 申請者は maplexin 類の CERS に対する影響について検討し、maplexin 類によるセラミド
合成促進作用を見いだし、特に C6位に galloyl基を持つものに顕著な CERS活性化作用があ
ることと、galloyl水酸基が CERS活性化に寄与していることを明らかにした。さらに CERS
の活性化は maplexin類による CERSの mRNA、タンパク量が増加することによるものであ
ることを明らかにした。 
以上申請者は、swainsonineが強力な Golgi α-mannosidase阻害活性を示すための構造的特
徴の解明をおこなうとともに、CDase 阻害作用を持つと同時に CERS を活性化させ、効率
的にセラミド量を増加させる生理活性物質として maplexin 類をみいだした。これらの結果
は, 今後の細胞生物学的な研究や医薬品開発研究の発展に大きく貢献するものである。 
主査および副査は, 申請者神守彰子君に面接試験を行うと共に論文内容を綿密に審査し, 
この論文が博士 (薬科学) を受けるに十分値すると判断した。 
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